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2. Irodalmi attekintés

A ciklinek és a ciklin C gén

A ciklinek az eukariota sejtekben talalhato, hasonlo szerkezetii és szerepti fehérjék egy csoportjat
képezik. A csoportot képviseld fehérjék jelentds részének mennyisége a sejtekben a sejtciklus
egyes fazisainak ismétlddésével szinkron hullamzast mutat. Eppen ezért a sejtciklus szakaszai-
nak megfeleléen ¢és ezekre jellemzden megkiilonboztethetiink G1, G1/S, S és M ciklineket. A
csoport képviseloi leginkabb a sejtciklus egyes eseményeinek molekularis szabalyozasaban vesz-
nek részt. A ciklinek inaktiv, szerin-treonin protein kinaz enzimekkel (ciklin-fliggd kinazok,
CDK) heterodimer komplexeket képeznek. Felépitésiikre altalanosan jellemz6, hogy un. “ciklin
box” domént tartalmaznak. Ezen keresztiil kotédnek a ciklinek az inaktiv kinaz partnereikhez,
mikdzben aktivaljak azokat. Ily modon, altalanosan fehérjéket, fehérje komplexeket foszforilal-
nak és ezzel adott fehérjéket stabilizalnak, elokészitenek lebontashoz, aktivalnak vagy gétolnak.
Egy ciklin/CDK paros tobbféle szubsztratot is kdthet, igy egyszerre tobb biokémiai folyamatra is

hatassal lehet. S6t, bizonyos ciklinek CDK-kon kiviil mas fehérjékhez is kapcsolodhatnak.

A ciklin C (CCNC) is a leirt tulajdonsagoknak megfeleld, G1 ciklinek kozé sorolhatd fehérje,
amelynek génje emberben a 6q21 (1,2), egérben a 4A3 kromoszoma régidkban talalhato. Létez-
nek izoformai is, amelyek alternativ RNS szerkesztés (splicing) kovetkeztében képzddnek (3).
Emberben ¢s egérben a legfobb izoforma 283 aminosavbol all. Csakigy, mint a ciklin A, T és H
két helikalis ciklin box domént (4) és az amino terminalis véghez kozel, az RNS polimeraz I1-
hoz valo6 koézvetlen kotddésért felelds un. HAD-ot (holoenzim asszociacios domén) tartalmaz (5).
A CCNC gén az allatvilagban szinte egyediilalld, rendkiviil nagy mértékii szerkezeti és funkcio-
nalis konzervaltsdgot mutat. Az ember (Homo sapiens sapiens) €s az ecetmuslica (Drosophila

melanogaster) ciklin C fehérje ortologjai kozott példaul 72%-os szerkezeti egyezést irtak le
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(6,7). Az ember és a hazi egér (Mus musculus) ortologok kozott (NP_005181.2 és NP_058026.1
fehérjeszekvencidk esetében) pedig még ennél is joval nagyobb, 99,6%-0s az aminosav
szekvencia azonossag. Eddig leirt kindz partnerei a CDK2, 3 ¢és 8, de ezektdl fiiggetleniil is részt
vesz egyes biokémiai eseményekben. A ciklin C olyan alapvetd sejt- és fejlédésbiologiai

folyamatokban szerepel, mint a génatiras, a sejtciklus valamint a sejtadhézio szabalyozasa (1.

abra).
Transzkripcié I
CDKs8
Mediator komplex
TRAP230/240
ciklin C
\ \ CDK3 pRb Sejtciklus I
\
\ 4 CDK2 — LSF
\
{ c-Myc » VCAM-1/VLA-4 » Sejtadhézio I
1. abra: A ciklin C kdlcsonhatasai és sejtbioldgiai szerepei
Szaggatott vonal : funkcionalis egylttmiikdodés, P : foszforilacid.
Az egyes résztvevikkel kapcsolatos részletesebb informéacidkat a széveg tartalmazza!

Sejtbiologiai szerepek

Az emberi ciklin C molekulat eldszor egy sorélesztoben (Saccharomyces cerevisiae) végzett ki-
sérletben fedezték fel, amely képes volt az élesztd mindegyik G1 ciklinjére (CLN1, CLN2,
CLN3) mutans és ezaltal osztddni képtelen, azaz a G1/S atmenetben rekedt torzsét menekiteni
(8). A sejtciklust szabalyozé szereppel foglalkozé tanulmanyok a CCNC-nek elsésorban a GO/G1

¢s G2/M atmenetekben betoltott funkcioit hangsulyozzak. Eldszor megfigyelték, hogy a sejtcik-
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lus soran a ciklin C hirvivd RNS-ének mennyisége a GO fazisbdl torténd kilépéskor valamint a
G2/M fazisatmenetben a legmagasabb. Kideriilt az is, hogy a ciklin C felelés ez utdbbi fazisat-
Rollins irtdk le eldszor emberi T98G és SAOS-2 sejtekben, hogy a ciklin C komplexet alkot a
ciklin-dependens kinaz 3 (CDK3) enzimmel, amely enzimkomplex a Retinoblastoma (pRb)
fehérje 807/811 szerinjeit foszforilalja (11,12). A pRb GO-ban, illetve a korai G1 fazisban
inaktivalt allapotdban megkdtve tartja az E2F (adenovirus E2 promoter factor) transzkripciods
faktorokat, amelyek a Retinoblastoma CCNC/CDK3 kozvetitett foszforilacidja kovetkeztében
disszocialnak és aktivalodnak. Ezek a faktorok végiil indukaljak az S fazisba 1épéshez sziikséges
gének kifejezddését, amely végsd soron beinditja a sejtciklust. A CCNC GO/G1 atmenet szaba-
lyozé folyamataiban vald részvételével kapcsolatban az utdbbi években tobb kdzlemény is
foglalkozott. Miyata ¢és munkatarsai emberi CD34+ koldokvér vagy vérképzd Ossejtekben
(HPSC) megfigyelték, hogy a CCNC lecsendesitése jelentds mértékben megndveli a GO fazisban
marado, differencidlatlan HPSC-k szdmaranyat a kontrollhoz viszonyitva (13). Korabban bizo-
nyitottdk a mitdzist elhagyo idegsejteknél, hogy a sejtciklusba visszalépés elengedhetetlen a
DNS hibak, kiilondsen a kettds szaltorések javitdsanak elkezdéséhez (14). Ha patkany idegsejte-
ket az apoptodzisukat eldidézd trombinnal kezelik, akkor ez a sejtciklus beinduldsa utdn Gl
fehérjék, azaz a CDKI1, -2, -3 valamint CCNC szintjének csokkenésével jar (15). Tomashevski
munkatarsaival egyiitt szintén patkanyokban felfedezte, hogy a CCNC/CDK3 kindz aktivitas
sziikséges ahhoz, hogy a kettds szala DNS torést javitdO nem-homolog végegyesitési folyamat
(non-homologous end joining, NHEJ) aktivalasadhoz a teljesen differencialodott, nyugvé idegsej-
tek visszalépjenek G1 fazisba (16). Saxena és munkatarsai megallapitottak, hogy NIH 3T3 egér
fibroblasztok korai G1 fazisaban a CCNC kotédhet a CDK2 (ciklin-dependens kinaz 2) enzim-

hez is, mivel ahogyan egyes laboratoriumi egér torzsekbdl, igy ezekbdl a sejtekbdl is hianyzik a
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CDK3 (17,18). Ez a komplex foszforilalja az LSF (late Simian virus 40 factor) transzkripcios
faktort a 309. szerinnél (17,19). Az S309 foszforilacié meggatolja azt, hogy az LSF még a Gl
fazisban indukéljon olyan, jellemzden S-fazis géneket, mint példaul a timidin bioszintézisében

kulcsszerepet jatszo Tyms (timidilat szintdz).

A ciklin C sejtciklus szabalyozassal kapcsolatos szerepét kiilonbozo klinikai adatok is alata-
masztjak. Vincent J. Kidd és munkacsoportja a CCNC-t is tartalmazé 6q21 16kusz gyakori delé-
ciojat figyelte meg akut limfoid leukémiak egy alcsoportjaban. A deléciok tobbnyire csak az
egyik allélt érintették. Feltételezték, hogy az érintett régioban elhelyezked6 CCNC gén tumor
szuppresszorként viselkedhetett ezen betegeknél (2). Egy japan kutatocsoport a csontrak egy faj-
tajaban (oszteoszarkdmaban) a CCNC-t szintén tumor szuppresszornak talalta. Megéllapitottak,
hogy a vizsgalt tumorok jelentds részében is elveszik a 6q16-23 régid. Ezekben a tumorsejtekben
a ciklin C RNS szintjének csokkenését is kimérték. Megfigyelték azt is, hogy egy csokkent
CCNC expresszidju F-OS nevii csonttumor sejtvonalban egy CCNC-t tiltermeld plazmid transz-
fekciojaval jelentds mértékben gatolni lehetett a sejtosztodast (20). Nem tisztazott, hogy a ciklin
C egyértelmiien tumor szuppresszornak tekinthetd-e, hiszen vannak olyan kozlemények, ame-
kogénekre jellemz6 tulajdonsag. Egy magyar tanulmany bizonyos gyomorrakok (adenokarcind-
mak) esetében a CCNC RNS szintjét atlagosan 2,8-szorosara, a CDK2 RNS koncentraciojat atla-
gosan 2,5-szordsére emelkedettnek mérte a gyulladasos gyomorfalhoz képest (21). Human HLE
majkarcindma és BEL-7402 hepatoma sejtvonalak expresszios profiljaiban a ciklin C mRNS
koncentracioja emelkedett volt az egészséges majban mért értékekhez viszonyitva (22,23). To-
vabba, nemrég kozoltek tobb olyan vizsgalatot is, amelyekben megallapitottdk, hogy a CCNC
egyik legjelentdsebb kinaz partnere, a CDKS vastagbél, illetve végbél tumorokban onkogénként

viselkedik (24-26). Osszegezve az idézett klinikai adatokat, sokkal inkabb tigy tiinik, hogy a
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CCNC szerepe a tumorképzddésben tumor- valamint sejttipus fiiggd lehet. Az is elképzelhetd,

hogy a megfigyelt valtozasok egy része kovetkezmény és nem oki tényezo.

Az eukariota transzkripcié szabalyozasaban a ciklin C tobb mddon is részt vesz. Elsdként a
CDKS kinazzal val6 kapcsolatat tartak fel. Tassan és munkatarsai bebizonyitottak, hogy a CCNC
kotddik egy ujonnan azonositott szerin-treonin kinazhoz, a CDKS8-hoz in vitro, valamint HelLa
sejtekben is megtalalhaté mind a két fehérje ugyanabban a fehérje komplexben (27). Kés6bb ki-
deriilt, hogy a CDKS8 nemcsak kdti, hanem stabilizélja is az amugy igencsak rovid (kb. 15 per-
ces) féléletideji CCNC fehérjét (28). Szerkezeti hasonlosdgok alapjan feltételezték, hogy a
CCNC/CDKS8 funkcidja emldsokben is a sorélesztd6 SRB11/SRB10 paroséhoz hasonld lehet,
amely utobbi az élesztd RNS polimeraz holoenzim komplex részeként a génatiras szabalyozasa-
ban vesz részt (27,29). Ezzel nagyjabol egy idoben kozzétették azt is, hogy ecetmuslicaban a
CCNC/CDKS8 is részét képezi az RNS polimeraz Il enzim nagy alegységének (30). Ezen beliil
megtalalhat6 a 25-30 fehérjébdl allo, transzkripciods jelatvitelnek egy fontos komponensében, az
un. Mediator komplexben, ahol a MED12 (TRAP230) és MED13 (TRAP240) fehérjékkel egytitt
az un. CDK alegységet alkotjak (31,32). Igazoltak, hogy a CCNC/CDKS8 enzimkomplex a sor-
¢leszté SRB11/SRB10 kindzahoz hasonldan valoban foszorilalja is az RNS polimerdz II karboxi
termindlis doménjét (CTD), illetve stabil és miikodoképes marad a teljes sejtciklus idétartama
alatt (9,33). A CTD egy Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser heptapeptid ismétlodo egységekbdl allo
motivuma az RNS polimeraz II-nek. Korabban kimutattak, hogy ennek a régionak a foszforilaci-
6ja mintegy bekapcsolja az RNS polimerazt és ily modon jarul hozza a transzkripcid elinditasa-
hoz (34). A CTD-n elkiilonithetok kitiintetett foszforilacids helyek, amelyeknek eltérd szerepe
van a hirvivd RNS-ek szintézisében. Megkiilonboztethetiink a promoterek szabadda tételéért
(promoter clearance), hatékony elongécioért, illetve bizonyos esetekben génfiiggd atirasért vagy

a represszioért is felel0s helyeket és foszforilaciés mintazatokat (35). Mindezek mellett a CTD
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hiperfoszforilacidjaval a sejt befolyasolni képes az mRNS-ek érési folyamatait is, ugymint az
RNS szerkesztést (splicing) vagy poliadenilaciot (36,37). A CCNC/CDKS8 kinaz a 2-es és 5-0s
szerinekre helyez foszfatcsoportot (38). Eldszor azt gondoltdk, hogy ilyen moédon csak a
génatiras elinditasat (iniciaciot) gatolja (39), de késObb egyre tobb cikk igazolta, hogy egyes
helyzetekben transzkripciot aktivald hatdsa is van (40-43). A ciklin C/CDKS8 komplex tovabba
képes foszforilalni a TFIIH (general transcription factor II H) ciklin H alegységének Ser-5 és
Ser-304 aminosavait, amellyel gatolja a TFIIH CTD-kinaz aktivitdsat és végsd soron a
transzkripciot (44). Egy amerikai csoport feltarta azt is, hogy a CCNC/CDKS8 komplex a Notch
jelatviteli utvonalban is kozremiikodik. Korabbi tanulmanyokbol ismertté valt, hogy a Notch
sejtfelszini receptor komplex aktivalasa szabalyozott fehérjebontasi 1épéseken megy keresztiil,
melynek eredményeképpen a komplex sejten beliili része (intracellular domain, ICD) lehasad, és
a Mastermind valamint CBF1 fehérjékkel asszocidlva géneket aktival. A CCNC/CDKS8 komplex
a Notch ICD transzkripcié aktivald doménjénak (TAD) PEST motivuman keresztiil az ICD-t
hiperfoszforilalja és ezaltal eldsegiti annak proteoszomalis lebontdsat. Ezzel indirekt mddon
gatolja bizonyos gének, mint pl. a gerincesek szomita képzddését szabalyozé HESI

(Hairy/Enhancer of split) represszor gén aktivaciojat (45).

A ciklin C sejt-sejt kapcsolat kialakitasakor is kdozremiikddhet. Egy japan kutatocsoport eldszor
megfigyelte azt, hogy ha a ciklin C és c-Myc (myelocytomatosis oncogene) géneket plazmidrol
egyszerre fejezteti ki IL-3 (interleukin 3) fliggd emberi BAF-B03 vérképz6 sejtvonalban, akkor
ez aggregaciora készteti ezeket a sejteket amellett, hogy citokin fiiggetlenné teszi osztodasukat
(10). Nem sokkal késobb leirtak azt is, hogy ennek a folyamatnak, azaz a homotipikus sejtadhé-
zionak a hatterében a VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) és a VLA-4 (very late
antigen 4) integrinek egymastol fiiggetlen aktivacioja all (46). A G1 ciklinek (ciklin C, D, E) ko-

ziil ez a tulajdonsag egyediil a ciklin C-re jellemz6 és nem kdthetd CDK aktivitdshoz sem.
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Fejlédésbiologiai szerepek

A targyalt sejtbiologiai mechanizmusok, mint a génatirés, a sejtciklus valamint a sejtadhézi6 sza-
balyozasa alapvetd részeit képzik az egyedfejlodés soran lezajlo programoknak. Egyre tobb di-
rekt és indirekt bizonyiték l1at napvildgot, amelyek mind jobban hangsulyozzdk a CCNC jelent6-

ségét az eukariota szervezetek egyedfejlodésében is.

Egy talajlak6 amdbafaj, a sejtes nydlkapenész (Dictyostelium discoideum) bar alapvetéen nem
soksejtli szervezet, ¢hezés soran atvalt soksejtii életciklusra és sporaképzésre. A soksejtliség az
(Dictyostelium CDKS8) fehérje, a CCNC egyik jelentds kindz partnere hianyzik ebbdl az amoba-
bol, akkor — bar a sejtek €letképesek maradnak — a Dictyostelium képtelen az aggregaciora (47).
Ezen tulmenden nem képez spoérakat sem, ami inkdbb a DdCdk8 differenciacidban betoltott sze-
repét hangsulyozza (48). A tapanyaghidny miatt a nyalkapenész sejtek a kiilsé kornyezetiikbe
cAMP-t (ciklikus adenozin monofoszfat) bocsatanak ki és kemotaxis utjan egymashoz vonzod-
nak. A magas extracellularis cAMP koncentracid kovetkeztében és a soksejtiivé valas kozben a
sejtek intracellularis cAMP szintje is megnovekszik. Ennek hatasara a soksejtii allapotu nyalka-
penészben a magas intracellularis cAMP szint miatt a CCNC szintje lecsokken, amelynek ered-
ményeképp kevesebb aktiv CCNC/DdCdk8 komplex képzddik. Ha a CCNC-t és/vagy DACdk8-
at tultermelik, az korai fejlodési stadiumok gyors lezajlasahoz vezet (49). Mindezek az adatok
arra utalnak, hogy a CCNC ¢és DACdk8 a Dictyostelium korai fejlédési, sejtsors meghatarozasi

folyamatainak iddzitésében is részt vehet.

A Drosophila melanogaster CCNC”~ mutansok korai bab stddiumban elpusztulnak és ennek az
allapotnak csak részleges menekitését sikeriilt elérni egy mindenhol kifejez6dd, egy allélos
transzgenikus ciklin C expresszioval. Az igy kifejlodé imagokban érzékszor és szexfésli deformi-
tasok mutatkoznak. Két transzgenikus allél mar elegendd a teljes menekitéshez. A homozigdta

9
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CDKS8*'® funkciovesztéses mutansok sem fejlodtek tovabb a kés6i harmadik larva (L3) stadium-
nal. A mutansok eldallitasa ¢és vizsgalata soran az is bebizonyosodott, hogy bar a fejlodd, fenti
mutacidkat hordozo ecetmuslica babok és larvak nem fejlédnek tovabb és életképtelenek, ez az

allapot mégsem befolyasolja sejtjeik életképességét (50).

Gerincesek koziil a zebradanional (Danio rerio) leirtdk, hogy a CDK8 RNS-e a szegmentacios
stadiumban (megtermékenyités utani 10-24. 6rdban) mindenhol jelen van, de jelenléte a zsigeriv
stadiumban (24-48. 6ra) a feji és nyaki régiora, illetve kismértékben a farokra korlatozodik,
amely mar aktiv, szovetspecifikus, embrionalis génatirasra utal (51). A szdvetspecifikussag az
egyedfejlodésben azt sugallja, hogy feltehetéen a CDKS csak jol meghatarozott fejlédési progra-

mokban, differencialodasi 1épésekben aktiv.

Hazi egérben (Mus musculus) a CDKS aktivitas hidnya (funkciévesztéses mutacioja) kdvetkezté-
ben az embridk még bedgyazodas eldtt, 2,5-3 napos embrionalis korban (E2,5-E3) elpusztulnak.
Ezzel szemben a heterozigota (CDK8"") hordoz6 éallapotnak nincsen semmiféle fenotipusos ko-
vetkezménye. A CDKS8” embridkban a hélyagesira blasztomérai szétdarabolodnak. Vélhetéen a
CDKS8 a transzkripcios szabalyozason keresztiil inkdbb a korai sejtsors meghatarozasban vehet

részt, hiszen hidnyanak nincs szamottevo hatasa a sejtek osztddo-, illetve életképességére (52).

A CCNC génkiiitott egerek (2. abra) a CDK8 mutansokhoz hasonléan embriondlis elhalalozast
mutatnak, de ezen egér embriok elérehaladottabb kort érnek meg, hiszen lezajlik a beagyazodas
¢s elindul a méhlepény képzddés, illetve morfogenezis is. Bizonyos differencidlodasi folyamatok
is elkezdddnek, de Osszességében a tovabbi fejlddés lelassul és az embrionalis 8,5-10,5 (ES,5-
E10,5) napon megreked (Katona és munkatarsai, nem kozolt eredmények, (53)). A CDK8"™
egerekhez hasonloan a CCNC™" egerek fenotipusa is a vad tipustinak felel meg. A 9,5 napos

CCNC hianyos embridk joval kisebbek heterozigota vagy vad tipust testvéreikhez képest.
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Mells6  végtagkezdeményeik
+/+ +/- —/-

fejletlenek. Hatsé végtagkezde-
EB.5

ményeik nem alakulnak ki. Far-
ki résziik csokevényes. A sziv

o nagy méretlire duzzad ¢és
# amorffa valik valamint megfi-

ED.5

gyelhetd még az embriondlis

E10.5

veldesd feji zarddasi rendelle-

nessége is. Erdekes modon gy

2. abra: Ciklin C vad tipusa (+/+), heterozigéta (+/-) és homozigéta
(-/-) génkiiitott egér embriok (Katona és munkatarsai anyagabal)

tlinik, hogy a CDK8 mutansok-

E8.5 - E10.5 : megtermékenyités utani 8,5-10,5. napon

kal azonos modon a sejtosztddas ezekben az egér embridkban sem érintett. Zavart szenved vi-
szont a ér- és a méhlepény képzddés is. Elképzelhetd, hogy inkabb ez utébbiak kdvetkezménye-
ként fellépo altalanos oxigénhidny és a leirt fokozott apoptdziskészség lehet az oka az eltérések

egy részének vagy egészének (53,54).

A fentebb részletezett sejt- és fejlodésbiologiai kisérletek eredményeit 6sszegezve kijelenthetd,
hogy a ciklin C tobb biokémiai utvonalon keresztiil is érintett lehet az egyedfejlodés szabalyoza-
saban. Ezt a szabalyozast Uigy tlinik, hogy leginkabb gének indukcidjan és represszidjan keresztiil
végzi. Az ecetmuslicaban és egérben végzett megfigyelések arra utalnak, hogy a ciklin C fehérjé-
nek mar az embrionalis fejlédés kezdeti szakaszaban alapvetd jelentdsége van és ezek az ered-
mények még azt is sugalljak, hogy ez a szabalyozas csak meghatarozott szovet- vagy sejttipusok-
ra, illetve bizonyos embriondlis stadiumokra korlatozodhat. Tovabb erdsitheti ez utobbi feltétele-
z¢st is az a tény, hogy egy atfogd transzkriptom atlasz készitése soran 14,5 napos koru egér
embrioban (E14,5) a ciklin C RNS-ét nem sikeriilt kimutatni (55). Elképzelhetd, hogy azért, mert

a CCNC ebben a stddiumban (mar/még) nem expresszalddik, de ennek ellenére nem lehet kizarni

1"
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annak a lehetdségét sem, hogy az embrionalis fejlodés soran olyan alacsony szintli RNS
koncentraciokkal kell szdmolni, amelynek kimutatasahoz nem elég érzékeny az alkalmazott RNS

in situ hibridizacids technika.

A ciklin C kifejez6désének szabalyozasa

Ahhoz, hogy jobban megérthessiik a CCNC magasabb rendii eukariota sejtekben, illetve szoveti,
szervi szinten betoltott szerepét, 1étfontossagn ismerni és szamitasba venni a ciklin C sejt- €s fej-
16désbioldgiai funkcidin til azokat a tényezoket is, amelyek a ciklin C kifejezddését befolyasol-

iak.

A ciklin C fehérje féléletideje 6nmagaban meglehetdsen rovid (kb. 15 perc) és lebontasra kertil
az ubiquitin-proteaszoma utvonalon keresztiil. Intracelluldris mennyisége nagyban fiigg a CDK
partnerhez valé kotédéstol (28), illetve hirvivé RNS-ének mennyiségétdl (49,56,57). Ugy tinik,
hogy human T limfoblaszt (CEM sejtvonal) és ecetmuslica embriondlis sejtekben a sejtciklusban
a CCNC fehérje mennyisége szamottevoen nem valtozik (9,30), azonban human vérképzd Gssejt
¢s bor fibroblaszt sejtekben az RNS-ének mennyisége sejtciklussal szinkron hullamzast mutat és
leginkdbb a GO/G1/S valamint a G2/M atmenetekben tetézik (10,56). Elképzelhetd, hogy a
CCNC mRNS szintjének novekedését nem koveti a ciklin C koncentracio jelentds emelkedése,
ha nincs, ami az Ujonnan képzddott CCNC-t stabilizalja. Mindenesetre, az elérhetd szabad

CCNC fehérjemolekulak mennyiségét a transzkripcid, RNS érés/lebontas liteme is megszabja.

A ciklin C géndtirasra hato tényezdket emberi sejtkultirakon végzett, in vitro kisérletek soran fe-
dezték fel (3. abra). El6szor egy MCF-7 nevii huméan emlékarcindbma sejtvonalban
megallapitottak, hogy a Ds; vitamin és ennek szintetikus analogjai (EB1089 ¢és CB1093)
jelentésen megnovelik a ciklin C RNS, illetve fehérje szintli kifejezddését is. Ezt a hatast

ugyanugy meg lehetett figyelni MeWo melanoma ¢és U937 leukémia sejtekben is (58). Késobb
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megallapitottadk, hogy ennek

0(TSS)
a jelenségnek a hatterében a I I i Hi

-4kb -3kb -2kb -1kb
ciklin C prométerében I VDRE (D vitamin) I RARE (retinsav)

. 1 / 1 e 11012 3. abra: Az emberi ciklin C promoéter
jelenlevé ¢és  milkoddképes

TSS : transzkripcios startpont, VDRE : D vitamin reszponziv elem kétéhely, CRE :
CAMP reszponziv elem két6hely, RARE : transz retinsav reszponziv elem kotéhely

VDRE-k (vitamin Ds

responsive element), azaz VDR-RXR (vitamin Ds receptor — retinoid X receptor) heterodimer
kotohelyek allnak. Az emberi CCNC promoterben négy ilyen elemet fedeztek fel a transzkripcios
startponttol (TS) szamitott -2080, -5560, -6955 és -8284 nukleotid pozicidoknal. A legerdsebb a
-2080-as pozicidban levd elem, amelyrdl feltételezték, hogy Onmagéban is elegendd, hogy
kozvetitse a Ds; vitamin ciklin C atirasra kifejtett teljes hatasat (59). Mindezeken til a
megndvekedett intracellularis cAMP (Forskolin hatdsara) és ATRA (all-trans retinoic acid vagy
transz retinsav) is képes indukalni a ciklin C gént MCF-7 emldédaganat ¢s HEK293 adenovirus
transzformalt human embrionalis vesesejtekben. Az emberi CCNC prométer TS melletti 2250
bazispar méretli szakaszan a -595, -855, -1976 és -2231 helyeken CRE-ket (¢cAMP responsive
elements), illetve a -550 és -1160 pozicidkban funkcionalis RARE-ket (retinoic acid responsive
elements) azonositottak. A hozzajuk k6t6do transzkripcios faktorok, a CREB1 (cAMP responsive
element binding protein 1) és RARY (retinoic acid receptor gamma) egymassal indirekt médon —
vélhetéen a kromatin felnyitdsdn és a masik kotOhelyeinek elérhetdvé tételén keresztiil —
kolesondsen is egyiittmiikodnek. A sejtek a kromatin modositasaval, pontosabban a hiszton
fehérjék deacetilaciojan keresztiil, a hiszton-kod moddositdsaval is befolyasoljdk a CCNC
expressziot. Ebben a folyamatban represszorként a HDAC6 (histon deacetylase), illetve
aktivatorként pedig a HDAC1, HDACS, HDAC7 és HDACII jatszanak szerepet. Igazoltak azt
is, hogy a cAMP ¢és a transz retinsav sejtciklusra kifejtett hatdsai a CCNC-tdl fiiggnek, illetve

leginkabb rajta keresztiil érvényesiilnek (60).
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Gerincesekben kevés adat 4ll rendelkezésre a ciklin C transzkripcidjanak térbeli szabalyozéasarol,
illetve arrdl, hogy az egyes szovetek €s szervek szintjén hogyan értelmezhetd ennek a nagyfoka
pleiotrépiat mutaté génnek a funkcidja. Egy kdzelmultban megjelent tanulmany szerint az embe-
ri CCNC két, alternativ RNS szerkesztéssel 1étrejovo kiillonbozo izoforméja (CCNCI1 és CCNC2)
eltérd térbeli RNS mintazatot ad. Mig az l-es izoforma minden vizsgélt szervben kis
koncentraci6 kiilonbségekkel van jelen, addig a 2-es izoforma expresszidja joval hangstlyosabb
a herében, agyban és az emlomirigyben a tobbi szervhez képest (56). Ez az eltérés felveti annak
lehetdségét, hogy a ciklin C expresszids szabalyozasat eddig még nem ismert Giton az RNS érés,

¢s az RNS interferencia is befolyasolhatja szerv-, illetve szovetspecifikus médon.
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3. Célkitizések

A bevezetOben targyalt adatokra alapozva feltehetd, hogy emldsdkben a CCNC génexpresszios
¢s sejtciklus szabalyozéason keresztiil sejtsorsok meghatarozasaval vehet részt az egyedfejlodési
programokban. Ezt a feltételezést alatamasztja, hogy a CCNC/CDKS8 komplex a szomitaképzo-
désben szereplé HES1 represszor gén indukciojat gatolja a Notch jelatviteli utvonalban (45) va-
lamint az a tény, hogy CCNC csendesités kovetkeztében a CD34+ koldokvér vagy vérképzo Os-
sejtek jelentds része nem hagyja el a GO fazist és differencidltalan marad (13). Az allatvilagban
kivételesen nagymértékii strukturalis és funkcionalis konzervaltsdg miatt valoszintisithetd, hogy
a Dictyosteliumban megfigyeltekkel analog modon a ciklin C expresszidja magasabbrendii euka-
riotdkban is az egyes fejlodési eseményekhez kototten, az adott sejtek mikrokdrnyezetétol, eset-
leg sejttipustol fliggden €s idozitetten zajlik. Erre enged kovetkeztetni az a megtigyelés is, hogy a
CCNC gén-kiiitott embriokban az egyes szovetek fejlodése elindul, de morfoldgiai allapota kii-
16nb6z6 foku lemaradast mutat a vad tipusa kortarsakhoz képest. A 9,5 napos embriokban az ér-
képzddésben stlyos hidnyossagok mutatkoznak, mig pl. a mells6 végtagok, a velOcsO €s a sziv
fejlodése elkezdddik (53). A ciklin C fehérjének a gerincesek fejlddésében €s felndtt életében be-
toltott szerepével kapcsolatban azonban még szamos kérdés megvalaszolatlan. Nem ismert, hogy
a CCNC-nek az emldsok ¢€lete soran a zebradanid6 CDKS térbeli és iddbeli expresszids mintazata-
hoz (51) hasonldan ténylegesen van-e szovet vagy sejttipus specifitasa. Az ismert génexpresszios
adatbazisok (61) kevés sejt- és fejlodési stadium specifikus adatot tartalmaznak a ciklin C génki-
fejezddésével kapcsolatban. Nem tudjuk, hogy a targyalt sejtbioldgiai funkciok az egyedfejlodés
soran hol és mikor érvényesiilhetnek. Bar in vitro emberi sejtkultrakon végzett kisérleti eredmé-
nyek alapjan a retinsav (A vitamin), Ds vitamin €s a cCAMP biztosan hatassal vannak a ciklin C
atirasara (58-60), ezen tényezok Osszesitett hatasa a CCNC expresszidjara nézve megjosolhatat-

lan. Tovabba varhatd, hogy ijabb, még eddig ismeretlen tényezOk hatasaival is szdmolni kell. Az
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eddig megismert, CCNC génatirast szabalyoz6 faktorok koziil a D; vitaminra adott valaszhoz
feltehetden elegendd a -2080-as pozicidban taldlhatd kotdhely jelenléte. A retinsav és cAMP
esetében is a transzkripcids startponttdl 5' iranyban elhelyezkedd, kb. 3 kilobazis méretli régid
kozvetiti ezen faktorok transzkripcios valaszat, igy elképzelhetd, hogy ez a DNS szakasz
tartalmazza a teljes CCNC promotert is, de erre vonatkozdan sincs kisérletes adat. Ezek

ismeretében a kovetkezo kérdéseket tettiik fel:

1. Azonosithatok-e olyan ujabb részei a CCNC promdternek, amelyek befolydsoljak a gén

atirasat emlds sejtekben?

2. Az egér CCNC transzlacids startpontja mellett 5' irdnyban levo 3,6 kilobazis hosszusagu
DNS szakasz, amely 3,4 kb prométerdarabbol és 173 bazisparnyi S'UTR-b61 (untransla-
ted region) all, elegendd-e ahhoz, hogy a ciklin C-re jellemz0 térbeli expresszios mintaza-

tot kialakitsa?

3. Felhasznalhato-e ez a DNS szakasz egy riporter rendszerben a ciklin C expresszid térbeli

és 1dobeli kovetésére?

4. Felnott egerekben milyen a ciklin C1 és C2 térbeli transzkripcids mintazata és ez 0ssze-

vethetd-e az emberivel valamint a jelzogén altal kialakitott mintazattal?

Ezen kérdések megvalaszolasahoz a hazi egeret (Mus musculus) terveztilk modellszervezetként
hasznalni. A CCNC transzkripcids startpontjaval 5' iranyban szomszédos, kiilonb6zé hosszasagu
fragmentumokat vagyis a CCNC promoter szakaszokat a megfeleld egér BAC klonbol terveztiik
kivagni. Ezekhez a hrGFP (humanized Renilla reniformis green fluorescent protein) kddold szek-
vencidjat az SV40 (Simian virus 40) polyA (poliadenilacios) jelével egylitt a fragmentektdl 3'

iranyban, azokkal tandem orientacidban kivantuk hozzaépiteni. Az igy kapott, Un. jelz6gén

16



Célkitliizések

konstrukciokat emlds sejtekbe bejuttatva fluoreszcens mikroszkop segitségével szandékoztuk
leellendrizni azt, hogy az emlitett modositott/modositatlan promoterdarab képes-e a hozzaépitett
jelzOgén expresszidjat eldsegiteni. A tovabbiakban a 3,4 kb hossziisigt CCNC promoter-
5'UTR-hrGFP—polyA konstrukciét tartalmazé DNS fragmentumot a plazmidbdl tortént kivagas
utdn megtermékenyitett egér petesejtek him elémagjaiba injektalva hrGFP-t jelzOgénként
kifejezd, transzgenikus egérvonalak létrehozédsat céloztuk meg. A transzgén jelenlétét é&s

e ey

Southern hibridizacioval, valamint kromoszéma FISH (fluoreszcens in situ hibridizécid)
technikaval terveztiik ellendrizni. Ivarérett felnétt egyedek szerveiben a hrGFP mRNS-ét reverz
transzkripcid kapcsolt kvantitativ  PCR, fehérjetermékét pedig fluoreszcens mikroszkdpia
valamint immunoblotting mddszerek alkalmazasaval kivantuk kimutatni. A ciklin C izoformak

hirvivdé RNS-einek mennyiségét is reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ PCR-rel

szandékoztuk megmérni.
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4. Anyagok és modszerek

Jelz6gén konstrukciok készitése

Kiilonb6z6 hosszusagu egér ciklin C promoterszakaszokat ¢s hrGFP jelzOgént tartalmazo
konstrukciokat készitettliink el (4. abra). A promoterdarabok klonozasanal a 80628 szamu BAC
(bacterial artificial chromosome) klont (Genome Systems, Inc., St. Louis, MA) vettiik alapul,
amely az egér 4-es kromoszomajanak A3-as régidjabol egy 147 kilobazis méretli DNS szakaszt
hordoz. Ez a teljes ciklin C gént az 5' és 3' szomszédos régiokkal egyiitt tartalmazza. A DNS
fragmentek klonozasdhoz a pBluescript 11 SK+ (Stratagene 212205) plazmidot hasznaltuk
célvektornak. Az els6 plazmid (pCChrGFP1) ugy késziilt, hogy el6szor az egér ciklin C promote-
rének egy 3339 bazispar hosszusagu, a transzkripcios startponttodl -59 bazisparnyira végzodo
(azaz 58 bazisparnyi proximalis promoter deléciot tartalmazo) szakaszat a pBluescript II SK+
vektorba, Notl-BamHI restrikcidos emésztOhelyek kozé épitettiik. Az igy kapott plazmidba a
BamHI-EcoRV helyek kozé ligaltuk a phrGFP-1 (Stratagene 240059) vektorbél BamHI-Sspl
kettds emésztéssel kivagott hrGFP leolvasasi keretet €és SV40 poliadenilacids szignalt tartalmazo
DNS darabot. A masik konstrukcio (pP3CG, GenBank azonosit6: HQ873320) az eldbbire ala-
pozva késziilt tigy, hogy PCR reakcioval felsokszoroztuk és a pCChrGFP1-ben kipotoltuk a
CCNC promoter 3' végérdl hianyzo 58 bazispar és az S'UTR 173 bazispar hosszusagu szakaszat.

Egy nagyobb, 10,6 kb méretli promoterdarabot tartalmazo plazmidot (pP10CG) a pP3CG kibdvi-

0 (TSS)

10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 1_
. L L L L L L L L L - CCNC promoter

hrGFP - SV40 pA pCChrGFP
hrGFP - SV40pA  pP3CG
hreFP - SV40pA  pP10CG

4. abra: Jelz6gén konstrukciok és az egér ciklin C prométere

TSS : transzkripcios startpont, hrGFP : Renilla reniformis humanizalt, zold fluoreszcens fehérjéjét kodold szekvencia, SV40 pA
: Simian virus 40 poliadenilacids jelszekvencia, pCChrGFP1 : proximalis promoter delécidt tartalmazoé plazmid, pP3CG : 3,6 kb
promoterszakaszt tartalmazé plazmid, pP10CG : 10,6 kb promdterszakaszt tartalmazé plazmid
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tésével allitottunk el6. A 3.6 kilobazis hosszusdgu ciklin C promoterdarabban 1évé Nhel
restrikcidés enzim felismerdhelytdl 5' irdnyban taldlhatd promoterszakaszt lecseréltiik az egér
genomikus DNS-ének megfeleld régidjabol szdrmazod 10369 bazispar méretli, SnaBI-Nhel
helyek éaltal hatarolt fragmentummal. Az elkésziilt konstrukcioknal restrikcios emésztéssel és
kapillaris szekvendlassal is ellendriztiik a beépitett ciklin C promoter részek jelenlétét, illetve
szekvenciajat. A molekuléris klonozasi 1épésekhez DHS5a E. coli kompetens baktériumtorzset
(Invitrogen 18265-017), New England Biolabs ¢és Fermentas cégek altal forgalmazott restrikcids
endonukledzokat és T4 DNS ligdzt hasznaltunk. A PCR reakciokhoz a GoTaq Flexi kitet
alkalmaztuk (Promega, M8301). A jelz6gén vektorok épitésénél az egyes munkafazisokban
(transzformacid, szelekcio, plazmid, illetve DNS fragment tisztitds) a ,,Molecular cloning: a

laboratory manual” cimii konyvben foglaltakat tekintettiik iranyaddnak (62).

Sejtkulturak fenntartasa, transzfekcioja

A plazmidok transzfektalasat és expresszidjanak ellendrzését 293FT emberi vesesejt (Invitrogen
R700-07) és P19 egér embrionalis teratokarcinoma (ATCC azonositd: CRL-1825) kulturakon,
kozel azonos kiindulasi sejtszammal végeztiik. A 293FT kultaradkat a forgalmazo altal ajanlott
moddon magas gliikoéztartalmia DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Invitrogen 11965-
092), 10 v/v % magzati szarvasmarha savé (Fetal Bovine Serum, FBS) (Invitrogen 16000-044),
0.1 mM nem esszencialis aminosav készitmény (Invitrogen 11140-035), 2 mM L-glutamin
(Invitrogen 25030-081), 1x Penicillin-Streptomycin (Invitrogen 15070-063) és 500 pg/ml
Geneticin (Invitrogen 10131-035) tartalmt tapoldatban tartottuk fent. A P19 sejteket DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Invitrogen 11965-092), 10 v/v % magzati szarvasmarha
savé (Fetal Bovine Serum, FBS) (Invitrogen 16000-044), 2 mM L-glutamin (Invitrogen 25030-
081) és 1x Penicillin-Streptomycin (Invitrogen 15070-063) tartalmt oldatban szaporitottuk.

Mindkét sejtkulturat 37 °C-on 5 v/v %-os CO, koncentracid mellett tenyésztettik. A
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transzfekciokat 8 pg plazmiddal, 6 cm atmérd;ji, kerek Petri-csészében 20 pl Lipofectamine 2000
(Invitrogen 11668-027) reagens segitségével végeztiik a gyarto altal mellékelt utmutato szerint. A
jelzogén expresszidjat 24 és 48 oraval a transzfekcio utan Olympus Vanox-S fluoreszcens mik-

roszkoppal vizsgaltuk.

Transzgenikus egérvonalak elballitasa

Ehhez a pP3CG plazmidbol ApaLl emésztéssel kivagtuk a 3581 bazispar méretli egér CCNC
prométer-5'UTR — hrGFP — SV40 polyA kazettat tartalmazo, 6sszesen 6494 bazispar hosszisagu
DNS darabot és kitisztitottuk a QIAquick Gel Extraction kit (QIAgen 28706) segitségével (5.
abra). Ezt a jelzOgén — a tovabbiakban P3CG — kazettat tartalmazo oldatot 3 ng/pl toménységiire
higitottuk. A P3CG fragmentumot boroszilikat mikrokapillaris segitségével FVB/N egér zigotak
him elémagjaiba juttattuk. Az injektalast t01é16 zigotakat steril himekkel paroztatott, fél napos al-
terhes CD1 néstény egerek petevezetdibe iiltettilk be. A megsziiletett, kifejlédott egerekben el-
lendriztiik a P3CG transzgén jelenlétét (genotipizalast lasd alabbiakban) és a hordozdkat (F, ge-
neracio) FVB/N egerekkel paroztattuk. A paroztatasbol kapott transzgenikus heterozigdta testvé-
reket (F, generacid) tovabb paroztattuk annak érdekében, hogy P3CG homozigéta egyedeket al-
litsunk eld. Az igy kapott, lehetséges homozigoéta jelolteket teszteld keresztezésben FVB/N (vad
tipust) egyedekkel paroztattuk. Egy-egy kérdéses egér legalabb 20 utddjat megvizsgaltuk és ak-

kor tekintettiik ténylegesen P3CG homozigotanak, ha minden utoédjat hordozonak talaltuk. P3CG

BS-probe-5' T3RC hrGFP-5' hrGFP-3'
SV40 polyA
] |T P-3.6kb-CCNC >¢ RIGEP b ——
BS-probe PCR hrGFP PCR

5. abra: az injektalt P3CG transzgén és a kimutatasahoz hasznalt PCR primerek, probak elhelyezkedése

P-3.6kb-CCNC : az egér ciklin C prométerébdl 3397 és 5'UTR-b6l 174 nukleotidot tartalmazé 3,6 kb méret(i DNS szakasz;
BS-probe PCR : 499bp méretli amplikon, amely PCR reakcid soran a transzgén 5' végérdl képzidik; BS-probe-5' : BS-probe
PCR 5' végi primere; T3 RC : BS-probe PCR 3' végi primere, a T3 szekvencia reverz komplementere; hrGFP PCR : 651bp
hosszlsdgl amplikon, amely PCR reakcié sorédn a transzgén fragment hrGFP-t kddold részérdl képzddik. Ezt a PCR terméket
Southern blotting és FISH kisérleteknél hibridizacids prébaként is hasznaltuk.

hrGFP-5' : hrGFP PCR 5' végi primere; hrGFP-3' : hrGFP PCR 3' végi primere
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homozigdta him és ndstény testvérek paroztatasaval transzgenikus vonalakat alapitottunk, ame-
lyeket P3CG + F, generacid alapité egyed sorszamaval jeloltiink. Az allatokon végzett beavatko-
zasokat mindenkor a hatalyos magyar allatvédelmi torvény és az allathazi hazirend eldirasainak
betartasaval, kiméletesen, illetve megfeleld mélységli altatdsban végeztiik. A transzgenikus
vonalak eléallitdsanal Nagy Andras és munkatarsai altal javasoltaknak megfelelden jartunk el

(63).

Genotipizalas (PCR, Southern hibridizacio)

A vizsgélathoz sziikséges genomikus DNS-t az egerek farki végébdl tisztitottuk Wizard Genomic
DNA Purification kit segitségével (Promega A1125). A P3CG transzgén jelenlétét specifikus po-
limeraz lancreakciokkal mutattuk ki, amelyhez a GoTaq Flexi DNA Polymerase kit-et (Promega
MS8301) hasznaltuk. A kovetkezé primerparokat alkalmaztuk (5. abra) a 651 bp méretti hrGFP
szekvencianal: 5'-GAGATCATGAGCTTCAAGGT-3', 5'-CTTGCCCAGGCTGGTCAGCTG-3";
a 499 bp hosszasagu ,BS-probe” (plasmid backbone sequence) fragmentnél: 5'-
CTCTGACTTGAGCGTCGATT-3', 5'-CCCTTTAGTGAGGGTTAATT-3' és a 1301 bazisparos
Mmp9 (mouse matrix metallopeptidase 9, NM_013599) DNS szakasznal (amit reakci6 kontroll-
nak hasznaltunk): 5'-GGATCCCCAGAGCGTCATTC-3', 5-GTCCACCTTGTTCACCTCA-
TTTTG-3'. A keletkezé PCR termékeket 1%-o0s agardéz-TBE (TRIS borate EDTA) gélen valasz-
tottuk el 200 ng GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas SM0242) molekulaméret jelz6ol-

dat mellett.

A Southern hibridizaciohoz a genomikus DNS mintéakat eldszor részlegesen EcoRI vagy BamHI
endonukledzzal kezeltiik. Tovabbiakban a kezelt mintdkat 0.8%-0s agar6z-TBE gélen elvalasz-
tottuk és egy ¢jszakan keresztiil alkalikus kozegben Hybond N+ (Amersham RPN303B)

membranra kotottiik, majd a membrant 1 6ran at 80 °C-on hékezeltiik. [**P]dCTP jelolt, transz-
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gén specifikus probdkat a Rediprime II Random Prime Labeling System (Amersham RPN1633)
alkalmazasaval készitettilk el 1%-os agar6z-TBE gélen tisztitott hrGFP PCR termékbdl (lasd
fent). A probat a membranra kotott genomikus DNS darabokra hibridizaltuk, majd a radioaktiv
jelet 4 napon keresztiil -80 °C-on Agfa X-ray filmen fogtuk fel. A mddszer részleteit tekintve a

korabbiakban leirtak szerint jartunk el (62).

Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

P3CG heterozigota egerek 1€pébol limfocitakat gyiijtottiink, majd ezeket a sejteket 3 napon ke-
resztil RPMI + 5 pg/ml Concanavalin-A tartalmu tapoldatban 37 °C-on 5 v/v %-os CO,
koncentracié mellett tartottuk. Ezek utan mitozisban leallitottuk a sejtciklust 5 6ras 5 pug/ml kol-
hicin kezeléssel. A sejtszuszpenziot PBS (phosphate buffered saline) oldatban mostuk és 75 mM
KCl oldatban szuszpendaltuk ujra és ebben tartottuk 5 percig. A sejteket ezutan metanol:ecetsav
3:1 térfogat aranyu, -20 °C-os keverékével fixaltuk és 500g-vel 10 percig centrifugaltuk. A fixa-
16t haromszor cseréltiik a sejteken, majd a fixalt szuszpenzidbol iiveg targylemezre cseppentet-
tiink beldliik. A kicseppentett szuszpenzidt fixaloval ledblitettiik és stritett levegével 3 percig
szaritottuk. A kromoszoéma készitményeket tovabbi felhasznalasig (legfeljebb 1-2 napig) sotét
dobozban szobahdmérsékleten taroltuk. Hibridizacidos probanak a teljes pPUR plazmidot
(Clontech 631601) hasznaltuk, amelyet Biotin Nick Translation Mix (Roche 11745824910) al-
kalmazasaval biotinnal jeloltiink meg. A plazmid azért volt alkalmas a P3CG jelenlétének igazo-
lasara, mert tartalmazza a transzgénben is jelenlevd, arra specifikus SV40 poliadenilacios jel
szekvenciajat, de az egér genommal komplementer DNS szakaszt nem. A kromoszéma prepara-
tumokat 1 6ran keresztiill RNaz A enzimmel kezeltiik 37 °C-on, felszalld etanolsorban vizteleni-
tettiik, két percig formamiddal 75 °C-on denaturaltuk, leszallo etanolsorral rehidraltuk, majd 12
oran at 37 °C-on a biotin jelolt probaval hibridizaltuk. Mosas utan a lek6tédott probat fluoreszce-

in konjugélt avidin D (Vector A-2011) és biotinilalt anti-avidin D (Vector BA-0300) ellenanya-
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gokkal jeloltik meg 3 1épcs6ben (fluoreszcein-avidin — biotinilalt anti-avidin — fluoreszcein-
avidin). A kromoszémakat DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) tartalmu bedgyaz6 oldattal
(Vector H-1200) fedtiik le. A mikroszkopos képeket Zeiss Axiolmager.Z1 fluoreszcens mikrosz-
kopon 1000x immerzids nagyitassal EC Plan-Apochromat 100x/1.4 Oil (Zeiss 420792-9900) ob-
jektivvel és 49-es jeli kék (Zeiss 488049-0000) valamint 38 HE jelt zold (Zeiss 488038-0000)
szliirokkel készitettiik és Zeiss Axiovision 4.6 szoftverrel dolgoztuk fel. Részleteit tekintve a
transzgén kimutatasahoz felhasznalt FISH eljarast egy szakirodalomban is kozolt protokoll sze-

rint végeztiik el (64).

RNS tisztitas és minéségellenérzés

Frissen — az allatok kiméletes megolése utan 30 percen belill — a vizsgalt szervekbdl kb. 50-50
mg tomegl darabot kiilonitettiink el RNS tisztitashoz és fagyasztottunk le azonnal folyékony nit-
rogénben. Ebben két hétnél tovabb nem taroltuk a szervmintdkat. Az egész szervdarabokbol
RNAzol-RT (Molecular Research Center RN190) reagenssel a mellékelt utmutatonak megfeleld-
en teljes RNS frakciot tisztitottunk. A tisztitds végén képzodd RNS csapadékokat RNaz mentes
vizben oldottuk fel és legfeljebb 3 napig taroltuk —80 °C-on ebben a formaban. Az RNS mintak
abszorbancia értékekeit 230, 260 és 280 nm hullamhosszon, illetve az ezekbdl torténd koncentra-
ci6 szamitast NanoDrop ND-1000 Spectrophotometerrel végeztiik. Ajs/Azs0 abszorbancia ara-
nyok értéke minden minta esetében 2.0 + 0.04 tartomanyba esett. Az RNS mintaink épségét egy
el6zdleg leirt moédon denaturald elektroforézissel 1,2%-o0s agar6z-TAE (TRIS acetate EDTA) gé-
len ellendriztiik (65). Csak azokat a mintdkat hasznaltuk fel a tovabbi kisérleteinkhez, amelyek-
nél a 18S és 28S riboszomalis RNS savok tisztan lathatéak voltak jelentés mértékii alacsony mo-
lekulatomegti elkenddés nélkiil. Mintanként 7,5 pg teljes RNS-t RQ1 RNase-Free DNase
(Promega M6101) enzimmel kezeltiink 10 percen at 37 °C-on, hogy az esetlegesen hatramaradt

genomikus DNS szennyezést6l megszabaduljunk. Az RNS mintdkat templatként hasznaltuk a
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cDNS (komplementer DNS) szintézishez, amelyet a Fermentas RevertAid H- kittel (Fermentas
K1632) ¢és a mellékelt oligodT primerrel végeztiink. Az eljarast a teljes RNS mennyiséggel kezd-
tiik, majd az enzim hozzdadésa el6tt a reakcidkeveréket egy 2,5 pg (RT-) és egy 5 ug RNS-t tar-
talmaz6 frakcidra osztottuk szét. Az 5 pg-os frakcidhoz adtuk a reverz transzkriptdz enzimet
(RT+) és a mellékelt utmutatd szerint igy 20 ul végtérfogatban szintetizaltuk a cDNS mintékat.
Mind az RNS (RT-) és cDNS (RT+) frakcidkat 1:5 higitds utan hasznaltuk fel az RT-PCR-hez
(reverz transzkripcidhoz kapcsolt PCR) valamint RT-qPCR-hez (reverz transzkripcidhoz kapcsolt

kvantitativ valosideji PCR).

Reverz transzkripciohoz kapcsolt valésideji kvantitativ PCR (RT-qPCR)

Az 6sszes RT-qPCR technikat érint6 kisérletet a kozelmultban megjelent 6sszefoglalod kdzlemény
utmutatasainak figyelembe vételével terveztiink és kiviteleztiink (66). A kvantitativ valosidejl
PCR-cket Bio-Rad CFX96 rendszeren hajtottuk végre 20 pl-es reakcio-térfogatban. Ez 10 pl
1Q™ SYBR® Green Supermixet (Bio-Rad 170-8882) és 4 ul templatot tartalmazott. 4-4 picomol
(jobbara RTPrimerDB azonosité szammal (ID) is rendelkezd (67)) primert adtuk a reakcidhoz,
hogy a Polr2a (ID:1487): 5-GACAAAACTGGCTCCTCTGC-3', 5'-GCTTGCCCTCTA-
CATTCTGC-3"; egér CCNC 1 izoforma (ID:8213): 5'-TGCCGAAACCAAAACCACCTCCA-3',
5'-GGTCCACTACGGGATTCTTCAGGGT-3"; egér CCNC 2 izoforma (ID:8227): 5'-ATGCC-
GAAACCAAAACCACCTC-3', 5'-TTGCCTTATCTTGTCCAGCATCATCTT-3'  valamint
hrGFP: 5'-ACCCCGAGGACATCAGCGACTT-3', 5'-TGGGGAAGTTGCGGCCCTTGTA-3' at-
irt géntermékeket felsokszorozzunk. Mindegyik reakcidhoz a kdvetkezd programot hasznaltuk:
95 °C, 3 perc; 40x (95 °C, 15 masodperc és 60 °C, 30 masodperc); 95 °C, 10 masodperc, illetve
5 masodperc hosszisagl ,,olvadasi gorbe” 1épések 60 °C-tol 95 °C-ig 0.5 °C-kal novelve.
Minden primerpar esetében a képzddé PCR termék egy csucsu ,,0lvadasi gorbét” eredményezett

¢s agaroz gélelektroforézis utan megfelelé méretiinek mutatkozott. Egy-egy primerparhoz tartozé
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PCR terméket CloneJET PCR Cloning kittel (Fermentas K1232) a mellékelt pJET1.2 vektorba
épitettiik és T7 primerrel kapillaris szekvenaltuk, amely igazolta, hogy minden reakcidoban spe-
cifikusan csak a vizsgalni kivant gén terméke sokszorozodik. Minden egyes szervminta esetében
egy RT- kontroll (RNS frakcid) és harom RT+ (cDNS frakcid) technikai ismétld reakciot
allitottunk 6ssze. Egy génexpresszios érték kiszamolasahoz M. Pfaffl mddszerét hasznaltuk (68),
amelyhez harom kiilonb6z6 egyedbdl (biologiai ismétlés) szarmazd szervmintaban mért értéket
atlagait vettiik alapul. Minden hirvivé RNS transzkripcids szintet a Polr2a (RNS polimeraz 11,
polipeptid A) RNS expresszidjahoz normalizaltunk, amely viszonylag allandonak tekinthetd a
kiilonb6z6 egér szervekben, illetve szovetekben (69). Az adatokat a Bio-Rad CFXManager 2.0

szoftverrel gyljtottiik ssze és dolgoztuk fel.

Reverz transzkripciohoz kapcsolt PCR (RT-PCR)

A 25 pl-es RT-PCR reakciokhoz 250 ng RNS-nek megfelelé RT- (RNS) és RT+ (cDNS) templat
oldatokat, a genotipizalashoz is hasznalt (lasd fent!), 651 bp méretli terméket ad6 hrGFP vala-
mint pozitiv kontrollnak egy 840 bp hosszisagl B-actin cDNS fragment amplifikalasahoz sziik-
séges (5'-CACCACACCTTCTACAATGAGC-3' ¢és 5'-GCCGGACTCATCGTACTCCTGC-3'
szekvenciaju) egyenként 10 pmol/ul toménységii primerpart adtunk. Ezekhez a reakciokhoz is a
GoTaq Flexi DNA Polymerase kitet (Promega M8301) alkalmaztuk. A keletkezd DNS darabokat
gélelektroforézissel 1%-os agar6z-TBE gélen valasztottuk el 200 ng GeneRuler™ 100bp DNA

Ladder (Fermentas SM0242) molekulaméret jelzooldat mellett.

Szbvettani metszetek készitése és vizsgalata

A szovettani vizsgalatokhoz 2-3 mm atmérdjli, frissen kimitott egér szervdarabokat PBS-ben
torténd oblités utan 4% formaldehid-PBS oldatban fixaltuk 2 napig 4 °C-on, majd tovabbi 3 na-

pig impregnal6 oldatban (30% szachar6z, 2 mM MgCl,) aztattuk 4 °C-on. A mintékat a tovabbi-
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akban Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek 4583) folyadékba agyaztuk és -80 °C-
on fagyasztottuk, illetve taroltuk. A befagyasztott szdvetdarabokbol Shandon Cryotome FE
(Thermo Fisher Scientific) kriosztat késziiléken 8 pum vastagsagi metszeteket készitettiink -20
°C-on, amelyeket a mellékelt leirds szerint 3-trietoxiszililpropilaminnal (Sigma A3648)
feliiletkezelt, szobahdmérsékletli targylemezre olvasztottunk. A metszeteket azonnal 95 v/v %
etanolban utofixaltuk, majd szobahdmérsékleten szaradni hagytuk, végiil DAPI (4',6-diamidino-
2-fenilindol) tartalmu fedd oldattal (Vector H-1200) fedtiik le. A mikroszkopos képeket Zeiss
Axiolmager.Z1 fluoreszcens mikroszkopon 6sszesen 200x optikai nagyitassal EC Plan-Neofluar
20x/0.5 Ph2 (420351-9910) objektivvel és 49-es jelii kék (Zeiss 488049-0000) valamint 38 HE
jelti zold (Zeiss 488038-0000) sztir6kkel, illetve faziskontraszt optikaval készitettiik. A képek

tovabbi feldolgozasadhoz a Zeiss Axiovision 4.6 szoftvert hasznaltuk.

Immunoblotting

Az egér szervekbdl kb. 50 milligrammos darabot vettiink ki (6ssztérfogat kb. 150 pl) és 1 ml jég-
ben hiitott steril PBS-ben mostunk Eppendorf csdben. A mosott szervdarabhoz 150 ul hideg lizis-
puffert (20 mM TRIS pH 7,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,2% NP40 [vagy Igepal CA630]
steril desztillalt vizben higitva) adtunk és kézi, liveg tordpalcaval teljesen homogenizaltuk. A
sejtmagokat 2500g-vel torténd 5 perces centrifugalassal levalasztottuk a sejtlizatumbol. A feliil-
uszohoz 1/3 térfogatanak megfeleld (kb. 100 ul) mennyiségli 4x toménységli Laemmli puffert
(70) adtunk és 5 percig forraltuk, majd jégen lehtitottiik. Az eljaras soran keletkezé fehérje min-
takbol 5-5 pl-t kétrétegli, azaz 4% felso és 12,5% also rétegli, fliggdleges SDS-poliakrilamid gé-
len 1x toménységli TGS elektroforézis pufferben (TRIS-glicin-SDS) 40 mA aramerdsséggel el-
valasztottuk és Coomassie brillidnskékkel festettiik JM Walker protokollja szerint (71). Az erede-
ti fehérjeoldatainkat a festodés erdssége alapjan 1x toménységii Laemmli pufferben koriilbeliil

kozel azonos toménységlire higitottuk, két sorozatban vittiik fel ugyanarra a gélre és ujra elva-
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lasztottuk a fentebb leirt modszerrel. Az egyik sorozatot ellendrzésképpen Coomassie brillidns-
kékkel festettiik, mig a masik elvalasztott fehérjesorozatot frissen Osszeallitott transzfer puffer-
ben (48 mM TRIS, 39 mM glicin, 20 v/v% metanol) 90 percen keresztiil 260 mA aramerdsségii
elektromos térben PROTRAN BASS5 nitrocellul6z membranhoz (Sleicher & Schuell 401196)
kotottiikk. A gélelektroforézis és elektroblotting munkafazisokhoz OmniPage Mini (Cleaver
Scientific VS10) rendszert hasznaltunk. A fehérjét kotott membrant szobahdmérsékleten 1 oraig
friss telitd oldatban (5% sovany tejpor PBS-ben), majd 4 °C-on 12 6rdn at az antigén jeldléshez
(B-actin-kotd poliklonalis IgG: Abcam ab8227; hrGFP-kotd poliklonalis IgG: Stratagene 240142)
haszndlatos ellenanyag oldatdban aztattuk és (3x5 percet) PBS-ben mostuk. Az elsddleges
ellenanyagok kimutatasdhoz szobahOmérsékleten 1 oOrdan keresztiil aztattuk a membrant
tormaperoxidazzal konjugalt nyul IgG-hez kotddd maésodlagos ellenanyag (Dako P0399)
oldatdban. Minden ellenanyagot a telitdben 1:5000 aranyban, frissen higitottunk. Alapos (5x5
perc) PBS mosas utdn a membrant 5 percen keresztiil frissen dsszeallitott Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore WBKL SO01 00) oldattal kezeltiik. A
tormaperoxiddz enzimreakcié eredményeképpen képz6dd fényjelet 2 percen keresztiil sotétben

Agfa X-ray filmen fogtuk fel és standard eljarassal hivtuk el6.

Transzkripcios faktor kétéhely keresés

CREB1 faktor kotohely kereséséhez a JASPAR legfrissebb, 2010-es adatbazisat
(http://jaspar.genereg.net) €s motivumkeresd algoritmusat hasznaltuk (72). Forrasszekvencianak
az egér ciklin C promoterének TS-t6l szamitott elsd 3397 bazispar hosszusagu szakaszat adtuk
meg. A keresOalgoritmust alapbeallitasokkal futtattuk le ¢és 80%-ot allitottunk be
érzékenységi/pontossagi kiiszobnek (relative profile score threshold), amivel a keresés talalati

pontossaga hatarozhatd meg (73).
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5. Eredmények

Az izolalt ciklin C promoterdarabok génkifejezédést indukalnak

A pP3CG elkészitése soran szamos mutans plazmid is keletkezett. Ezek kozil képzodott egy
olyan klon is, amely tartalmazta a teljes 3570 bp méretli promoterszakaszt az S'UTR-rel egyiitt,
de a hrGFP kodolo szekvencia 5' végérdl torlodott egy 151 bazisparnyi szekvencia
(pP3CGdelGFP). Ez egy rovidebb leolvasasi keret képzddését okozza, amely az eredetileg 239
aminosavbol all6 hrGFP fehérje C-termindlisdnak csak az utolsé 119 aminosavat kodolja. Ezt a
klont a tovabbiakban hrGFP delécios kontrollként hasznaltuk. A pP3CG (3,4 kb prométer-5S'UTR
darabot hordozo), pCChrGFP1 (TS proximalis promoéter delécios mutans), pP3CGdelGFP (nega-
tiv kontroll) és phrGFP-1 (pozitiv kontroll) plazmid konstrukciok transzfektalasat és expresszio-
janak ellendrzését emberi 293FT vesesejt kulturakon, azonos kiindulési sejtszammal és plazmid
mennyiséggel végeztiik. A sejtekben a hrGFP jelenlétét egységesen mindegyik kultira esetében
24 ¢és 48 oraval a transzfekcio utan fluoreszcens mikroszkoppal ellendriztiik (6. abra). Kisérleti
eredményeink azt mutatjak, hogy mig a TS proximalis promoter deléciés mutans pCChrGFP1 és
a kontrollként hasznalt hrGFP delécios mutans pP3CGdelGFP plazmidok nem, de a CCNC 3,4

kilobazisos promoterdarabjat és az 5' UTR-jét hordozo pP3CG konstrukcio €s a pozitiv kontroll-

24h

48h

phrGFP1 pP3CG-delGFP pCChrGFP1 pP3CG
(pozitiv kontroll) (negativ kontroll)

6. abra: A 293FT human vesesejtekben észlelhet6 fluoreszcens jelek 24 és 48 6raval a transzfekcié utan
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ként hasznalt phrGFP-1 vektor mar képes fluoreszcens mikroszkoppal is lathato hrGFP
expressziot indukalni emberi 293FT vesesejtekben. Ezen kisérlet megismétlésekor ugyanezeket

az eredményeket kaptuk 20-30%-kal kisebb sejtszam esetében is.

A pP3CG ¢és az erre alapozott pP10CG plazmid konstrukcidkkal megismételtiik a tranziens
transzfekciokat P19 egér teratokarcindma sejtvonalon is. Mindkét plazmidnal, a 293FT sejtvo-
nalhoz hasonléan a pP3CG ¢és pP10CG transzfektans P19 sejtkultirdkban is megfigyelhetd volt a
hrGFP jel transzfekcio utdn 24 és 48 6ra mulva is. Ezek alapjan megéllapithatd, hogy mind a 3,4,
mind a 10,4 kb méretii CCNC prométer (+ 5S'UTR) darab képes génexpressziot indukalni emlés
sejtekben, mig a ciklin C promoéter elsé 58 bazisparjanak (és az 5'UTR-nek) delécidja a

fluoreszcens mikroszkdpia kimutatési kiiszobe ala csokkenti a jelzogén kifejez0dését.

Az egy Iokuszu beépliles €lo transzgenikus egereket eredmeényezett

Osszesen 751 megtermékenyitett petesejtbe injek-

kinyert zigota (és éretlen petesejt) 1242
taltuk a P3CG transzgént. Az €16, injektalt zigdtak | |injektalt, ép zigdta 7351

injektalast tuléld zigota 445
alterhes anyakba tiltetése utan normal idejli terhes- | |injektalt, beiiltetésre keriilt zigta 434

él6 ujszulott 34
ség (azaz 18-21 nap) elteltével 34 ¢l6, Gjsziilott ~arérett kort elérd fiatal felndit 29
egeret kaptunk (tovabbi szdmadatokat az 1. tabla- alapito (Fo) transzgénikus felndtt 4

1. tablazat: Egyedszamok a transzgénikus egerek
zat tartalmazza!). A sziiletett F, generacios egerek eléallitasanak egyes fazisaiban

mindegyikénél megvizsgaltuk a transzgén jelenlétét arra specifikus PCR ¢és Southern hibridizaci-

0s technikak segitségével.

A PCR vizsgalatban a primerek tervezésénél olyan DNS szekvenciakat vettiink alapul, amelyek
kizarolag az injektalt P3CG transzgénben vannak jelen. A hrGFP specifikus PCR esetében a
hrGFP kodolé szekvenciajaban, mig a BS-probe PCR-nél a transzgén bakterialis (pBluescript SK

II+ plazmid, Stratagene 212205) fragmentet tartalmazd végén kerestiink PCR-hez alkalmazhato

29



Eredmények

primer parokat szoftver segitségével (5.

a B
D e G e BS abra). Az Ensembl egér genom adatbazisa-
—s - hrGFP ban BLASTN kereséssel (alapbeallitasok-
S WS M M e Mmp9
10 22 24 25 wt K kal) leellendriztiik a primerszekvencidink

b esetleges jelenlétét is (74). A keresés szerint
. ——8.3 kb

6.5 kb ezekkel az oligonukleotidokkal teljesen
- —4.5kb

komplementer DNS szakaszokat a hazi egér

referencia genomja nem tartalmaz, tehat fel-
- ——1.8kb

alhato i Itak a t ik
10 22 24 25 P wt hasznalhatonak bizonyultak a transzgenikus

fragment kimutatdséhoz.

7. abra: P3CG transzgénikus egerek genotipizalasa

a: genomikus DNS templaton végzett PCR-ek végtermékei
b: Southern hibridizacié részlegesen EcoRI emésztett .. [ , , .,
genomikus DNS-en hrGFP prébaval Az injektalasbol szarmazo 34 egérnél 1-2

10-24 : egyes P3CG transzgénikus egérvonalakbdl szarmazo
egyedek genomikus DNS mintai, wt : FVB/N (vad tipusu egyed),
K : templat nélkuli PCR kontroll, P : hrGFP-t egy 4,5 kilobazisos
EcoRI fragmenten hordozé sejtvonal, Mmp9 : matrix
metallopeptidaz 9 génre specifikus PCR pozitiv kontrollok

héttel megsziiletésikk utan elvégeztik a

hrGFP specifikus PCR-t. Osszesen 4 egér,

azaz a P3CG10, -22, -24 ¢és -25 jellel ellatott példanyok esetében tudtuk amplifikdlni a hrGFP
fragmentet (7.a abra). Az amplifikalt fragmentumokat egy 404 és egy 247 bp méreti DNS
darabot ado Pstl restrikcios emésztéssel mindegyik esetben leellendriztiik, amely megerésitette,
hogy a transzgént amplifikdltuk. A transzgenikus kimérakat Osszekereszteztiik vad tipust,
FVB/N torzsbeli fajtarsaikkal. A képz6dd F, utddgeneracié mindegyik egyedénél megismételtiik
a hrGFP PCR-t és ez alapjan mind a négy vonalbdl valasztottunk egy-egy hrGFP pozitiv utddot.
Ezen utodok farokbdl izoldlt DNS mintdin elvégeztiik a BS-probe amplifikéalasat is (7.a abra),
amely a hrGFP specifikus PCR-rel teljesen megegyezd eredményt adott. Ebbol arra
kovetkeztettiink, hogy minden transzgenikus vonalban teljes egészében megtalalhatd a 3,6 kb

hossziusagi CCNC promoter+5'UTR szekvencia a hrGFP leolvasési keretével egyiitt.

Az alapito F, transzgenikus egerek genomikus DNS-ében a P3CG transzgén jelenlétét Southern
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hibridizaciéval is kimutattuk (7.b abra). A vizsgalatot megismételtiilk még az elsd, F, utdodgenera-
ci6 Osszes egyedénél is. A vizsgalandd egerek genomikus DNS-ét elészor EcoRI enzimmel
emésztettiik meg. Ebben a kisérletben is az Fy generacional csak annak a négy transzgenikus
egérnek a DNS mintdiban észleltiik a P3CG jelenlétét, amelyekben az PCR-rel is kimutathato
volt. Mind a négy transzgenikus vonal esetében a hrGFP proba legtobbszor 1,8 és 8,3 kilobazisos
DNS darabokhoz kotédott. A transzgénben EcoRI felismerdhely osszesen két helyen, a hrGFP
szakasz két oldalan talalhat6. A hrGFP probaval komplementer részt tartalmazé DNS fragment
teljes EcoRI emésztés esetén minden esetben 1816 bp méretli. Ez elméletileg akkor is igaz kell
hogy legyen, ha a fragment a genom barmely lokuszaba/lokuszaiba és/vagy barmilyen
mennyiségben integralodik és épen marad. Amennyiben a transzgén EcoRI helyei koziil csak az
egyiknél torténik emésztddés, akkor az integracid helyétdl/helyeitdl, illetve a beépiilt
transzgenikus fragmentek darabszamatol és egymashoz viszonyitott orientacidjatdl fiiggden
kiilonb6z6 méretii, de 1,8 kilobazisnal hosszabb szekvencidk képzddhetnek. A legvaldsziniibb az,
hogy egyetlen lokuszba tobbszords beépiilés tortént. Ha ez az eset all fent, akkor a tisztan
transzgenikus eredetli DNS fragmentek szama tobbszordse a transzgenikus régioval szomszédos
egér genomikus részt is tartalmazd6 DNS fragmentek szdmanak. Ezek miatt a tisztdn
transzgenikus DNS daraboknal a filmen sokkal erdsebb radioaktiv jelet lathatunk, mint azoknal a
szekvencidknal, amelyekben a transzgénnel szomszédosan az integracio helyérdl szarmazo egér
genomikus DNS is van. Ezeket a kisérleteket megismételtiik még az egér DNS-ek BamHI
emésztése utan is. A fentiekkel egybehangzoan csak a transzgenikus egerek DNS mintdinal

talaltunk radioaktiv jelet.

A FISH eredménye azt mutatta, hogy mind a négy transzgenikus egérvonaban 1-1 16kuszba épiilt
be az Aaltalunk bevitt P3CG DNS (8. abra). A metafazisos kromoszéma készitményeken

megfigyelheté még az is, hogy az egyes kromoszoma karokon hol helyezkedik el a transzgén. A
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P3CG10 P3CG22 P3CG24

P3CG25 FVB/n (wt)

8. abra: Fluoreszcens in situ hibridizacié SV40 specifikus biotin-jel6lt plazmid probaval metafazisban leallitott
egér lépbdl eltavolitott fehérvérsejtek kromoszémain

Kék jel : DAPI festett DNS; zold jel és nyilak : kromoszomakra letapadt, fluoreszceinnel jel6lt probat mutatjak; P3CG10-
P3CG25 : heterozigota transzgénikus egerek; FVB/n (wt) : vad tipusu egér
A képek bal felsé sarkaiban a jel6l6dott kromoszdmak nagyitva lathatdk.

P3CG10 egereknél kromoszdéma kar kdzepén, P3CG22 egyedeknél szubcentromerikus régidban,
P3CG24 és -25 egyedek esetében pedig telomerikusan kovetkezett be az integracid. Ezek alapjan
nagyon valdszinii, hogy a mind a négy vonalnal kiilonb6z6 a genomi integracios hely, azaz a

génkifejezOdést esetlegesen befolydsold genomi kdrnyezet is.

A P3CG heterozigota egerek keresztezésével eldallitott homozigota vonalak alapitdsa mind a
négy transzgenikus vonal esetében sikeriilt. A P3CG homozigdta egerek semmilyen feltiing, 14t-
hat6 fenotipusos eltérést nem mutattak a vad tipusu (FVB/N) fajtarsaikhoz képest és legalabb két

generacion keresztiil atorokitették a P3CG elemet utddaikba.
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A jelz6gén kifejezédése gyenge és leginkabb a herére korlatozddik

A hrGFP gén hirvivo RNS-ének mennyiségét az dsszes transzgenikus vonal egy-egy homozigota
himjének agy (homloklebeny), tiidé (jobb oldali), sziv (cstucs), maj (also szél),vese (jobb oldali,
felsd polus), 1ép (eliilsdé vége), vastagbél (végbélhez kozeli szakasz), here (bal oldal), illetve ho-
mozigdta ndstényének petefészek (mindkét oldali) mintaiban RT-qPCR technikéval megmértiik.
Mind a négy P3CG egérvonaban a vizsgalt 9 szervdarabbol kdvetkezetesen csak a herében van
jelentds génatirds (9. abra). A P3CG10 vonalnal a here mellett az agyban is észleltiink hrGFP

transzkripciot.

Mivel ez a négy vonalbol csak egyetlen esetében jelentkezett, igy ezt a jelenséget a genomi kor-

nyezettdl fliggd pozicio effektusnak gondoljuk, jollehet ez tovabbi kisérletes bizonyitast igényel.

Egér vonalak

H P3CG10
H P3CG22
H P3CG24
[ ] P3CG25

hrGFP RNS atiras

9. abra: hrGFP specifikus reverz transzkripcio kapcsolt kvantitativ PCR

Az abrazolt génatiras relativ mértékét a P3CG egerek szervmintdiban harom fliggetlen mérésbdl szamitottuk. Az adatokat a
Polr2a (RNS polimeraz II A polipeptid) referencia génhez normalizaltuk. A diagram linearis lépték( és a herékben mérheté
értékek atlagahoz kalibraltuk. A szérast = 1 SD-ben adtuk meg. A hrGFP-re jellemz6 amplikont nem észleltiik az FVB/N
egerekbdl szarmazé szervmintakban, illetve az RT- reakcidok esetében (ez utdbbi adatok nincsenek feltiintetve).
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wt 10 22 24 25 P
hrGFP - - - -

+

A H A H H H H

10. abra: P3CG egerek szervmintain végzett hrGFP specifikus reverz
transzkripcié kapcsolt PCR (651 bp méretii) amplikonjai agar6z
gélelektroforézissel elvalasztva

wt : FVB/N (vad tipusu) egér; 10-25 : P3CG10-25 transzgenikus egerek mintai;
A oszlopok : agy mintdk; H oszlopok : here mintak; P : pozitiv (PCR) kontroll;
+ sor : cDNS/plazmid DNS templat; - sor : RT- (RNS) vagy Ures kontroll

Mind a négy vonalnal a jol
mérhetd transzgén atirdst muta-
to szervek cDNS mintaiban el-
lendrzésként elvégeztik a ge-
notipizalashoz is hasznalt PCR
segitségével a hosszabb (651

bp), szintén hrGFP specifikus

fragment kimutatasat. Ez a kisérlet is minden esetben ismételten igazolta a hrGFP RNS-ének

jelenlétét az Osszes transzgenikus vonalnal a herében, illetve a P3CG10 egyedeknél az agyban is

(10. abra).

A P3CG10 vonal egyik homozigdta himjének agyabol (homloklebeny) és bal oldali heréjébol

szarmazd szovettani metszeteken a varttal ellentétben nem észleltiink a hrGFP jelenlétére utalo

egyedi mintazatot (11. &bra). Enyhe zold fluoreszcens jelet lattunk a P3CG10, illetve a

kontrollként hasznalt FVB/N (vad tipusu) allatok heréjében is, de a transzgenikus egerekben

agy here

P3CG10

+/+

FVB/N

vad tipus

11. dbra: Homozigéta
P3CG10 him agyanak
és heréjének
szdvettani vizsgalata
kék jel :DAPI festés
(sejtmagok)

z6ld jel : hattér-
fluoreszcencia
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megfigyelhetd z0ld jel intenzitdsa, hullamhossza é&s
mintazata nem kiilonbozott jelentdsen a vad tipusban
¢szlelhet6tdl. Mindezekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a
latott jel nem specifikus hattér-fluoreszcencia. Annak
érdekében, hogy ezt a helyzetet tisztazzuk, a kérdéses

szervekbdl  fehérjét  tisztitottunk és  immunoblot

segitségével probaltuk meg kimutatni a hrGFP-t. Ennek a kisérletnek az eredményeként nem

A H

12. abra: hrGFP immunoblot

K oszlop : hrGFP fehérjét termel6 sejtvonal
A oszlop : P3CG10 agy
H oszlop : P3CG10 here

sikeriilt észlelni a hrGFP jelenlétét sem az agyban, sem a herében (12. abra). Ez is azt a

feltételezésilinket tdmasztja ala, hogy a hrGFP fehérje vagy nincs jelen ezekben a szervekben

vagy olyan kis mennyiségben taldlhato meg, ami alkalmatlanna teszi a kimutatdsat ezen

technikdk segitségével.

iras

s

Ciklin C RNS at

[ Ciklin C1
B CiklinC2

13. abra: Ciklin C1 és C2 specifikus reverz transzkripcié kapcsolt kvantitativ PCR

Az abrazolt génatiras relativ mértékét harom kiilénb6z6 FVB/N (vad tipust) egér szervmintaibol, illetve szervenként harom
technikai ismétlés alapjan szamitottuk. Az adatokat a Polr2a (RNS polimeraz II A polipeptid) referencia génhez normalizaltuk.
A diagram linearis lépték( és a herékben mérhetd értékek atlagahoz kalibraltuk. A szérast + 1 SD-ben adtuk meg.
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Ciklin C1 és C2 izoformak minden vizsgalt szervben megtalalhatok

A fentebb emlitett 9 szervmintdban megmértiik még a két legfébb ciklin C izoforma (C1, C2)
hirvivd RNS-ének kifejezodését is FVB/N (vad tipusu) egerekben (13. abra). Kideriilt, hogy az
endogén ciklin C izoformédk RNS-ei valtozé mennyiségben minden mintdban jelen vannak. Az
egyes szervekben levé mennyiségi kiilonbségek a kétféle RNS kozott a tizes szdmrendszerben
mérve egy nagysagrendnél nem nagyobbak. A Cl ¢és C2 izoforma koOzotti expresszios
kiilonbségek az agyban ¢és a szivben a legnagyobbak. Mindkét RNS varidnsnal a herében

egyseégesen jelentds génkifejezddést tapasztaltunk.

CRE motivumok az egér ciklin C promoterben

A transzkripcios faktor kotdhely keresésének eredményeképpen az egér ciklin C gén promoteré-
nek elsé 3397 bazispar hosszisagl szakaszan 3 feltételezett CRE motivumot talaltunk a JASPAR
szoftver segitségével a TS-t6l szamitott -3155 — -3148, -2882 — -2875 valamint a -445 — -438

nukleotid régidokban.
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6. Ertékelés
Munkénk soran 6 célul azt tiiztiik ki, hogy a ciklin C génexpresszids szabalyozasarol ujabb in-
formaciokat szerezziink emlés modellben. Ehhez a hazi egér (Mus musculus) ciklin C promoterét

érint6 kisérleteket végeztiink in vitro €s in vivo €16 rendszerekben.

Megallapitottuk azt, hogy a ciklin C transzlacios startpontjatol 5' iranyban elhelyezkedo 3,6 vala-
mint 10,6 kilobazis méretli DNS szakaszok képesek 293FT emberi vese eredetii és P19 egér tera-
tokarcinoma sejtekben génexpressziot indukalni, tehat elviekben felhasznalhatoknak talaltuk
azokat arra, hogy egy jelzogén (hrGFP) segitségével kovethessiik a ciklin C génexpresszios sza-
balyozasat. Bebizonyitottuk azt is, hogy a promoter els6 58 bazisparos darabjanak, illetve az els6
intronnak a jelenléte 1étfontossagu a ciklin C génatirashoz, hiszen ennek hianyaban nem tapasz-
taltunk mérhetd génkifejez0dést. Leginkabb a proximalis promoéterszakasz delécioja allhat ennek
a jelenségnek a hatterében, mert azt feltételezziik, hogy az RNS polimeraz I kétohelyét tartal-
mazza ez a régid. Kevésbé valoszinii, hogy 6nmagaban az els6 intron hidnya okozné a génkifeje-

z0dés ekkora csokkenését, de ezt kisérletesen nem vizsgaltuk.

Eredeti torekvésiink arra irdnyult, hogy egérmodellben egy jelz6génnel egyszeriien tudjuk kovet-
ni a ciklin C sejt, illetve szoveti szintli génkifejezddését. Ennek érdekében az eldzetesen sejtkul-
tarakban is kiprobalt 3,4 kb hosszisagu ciklin C promoéterdarabot és 5S'UTR-t egyszerre tartalma-
70 jelz6gén konstrukcioval, azaz a P3CG-vel négy kiilonb6zé homozigota transzgenikus egérvo-
nalat allitottunk eld. A transzgenikus egerek 9 kiilonb6z6 szervmintdjanak vizsgalata soran kide-
rilt, hogy a jelz6gén hirvivd RNS-ének atirasa megtorténik, de ez leginkabb csak a herére korla-
tozodik. Ezzel szemben a ciklin C1 és C2 izoformak RNS expresszioja kimutathato az dsszes al-
talunk vizsgalt szervdarabban, csakligy, mint a felndtt emberek szervmintaiban (56). Tovabbi ki-

sérleteinkkel bemutattuk, hogy a jelzdgénrdl — feltehetéen — nagyon kevés zold fluoreszcens jel-
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z6fehérje képzddik, ha keletkezik egyaltalan. Az a tény, hogy a hrGFP expresszidja a P3CG ege-
rekben leginkabb csak a herére korlatozodik, azt sugallja, hogy a ciklin C térbeli expresszios sza-
balyozasaban az izolalt promoterszakaszon kiviil mas komponensek (tdvolabbi promoter vagy a
CCNC gén nem kodolo részeiben, illetve 3' iranyban talalhatd elemek) is részt vesznek. Kovet-
kezésképpen az altalunk hasznalt jelz6gén rendszer a gyenge jel és az endogén CCNC
izoformaktol eltérd expresszids mintdzat miatt nem hasznalhat6 fel a ciklin C jelenlétének tér- és

1d6beli kovetésére.

A hrGFP expresszio kovetkezetesen, minden vizsgalt him P3CG egér heréjében megfigyelhetd
volt. A jelzOgén konstrukcié minden transzgenikus egérvonal esetében kiillonbozé genomi
régiokba ¢€s csak egyetlen helyre épiilt be. Ezekbdl az adatokbol egyiittesen arra kdvetkeztettiink,
hogy a herében megfigyelhetd hrGFP RNS-ének atirdsa a genomi kornyezet masodlagos hatésai-
tol jobbara fiiggetleniil zajlik. Ebbdl kifolyolag a P3CG-ben hasznalt promoterdarabon olyan
eddig ismeretlen faktorok hatasait is vizsgalni lehet in vivo, amelyek ezen keresztiil szabalyoz-
nak. Tovabba, alkalmazhato lehet olyan teriileteken, ahol megbizhatd génkifejezédésre van sziik-
ség a herében, illetve a herére jellemzd génexpresszidt szabalyozdé DNS motivumok keresésénél
egy Ujabb alternativat jelenthet a mar bizonyitottan leginkabb here specifikus génexpressziot biz-
tositd promoter elemek mellett (75-79). Emberi és egér herékben is az endogén ciklin C1 és C2
izoformak RNS-e nagyobb mennyiségben van jelen a legtobb vizsgalt szervhez viszonyitva (56).
Ezen tulmenden az emberi ciklin C gén promoterének elsé 3 kilobdzisnyi szakaszan azonositot-
tak négy miikodé CRE-t is (60). A mi vizsgalatainkbol is kideriilt, hogy az egér CCNC promote-
rének elsé 3,4 kilobazisnyi szekvencidja is tartalmaz CRE szekvencidkat. A here specifikus gén-
atirast mutatd promoterekrol leirtak, hogy a tobbi promoterhez képest tobb CRE helyet tartal-
maznak (80). Konnyen elképzelhetd, hogy a ciklin C génexpressziojanak fenntartasahoz a heré-

ben ez a transzkripcids faktor jelentdsen hozzajarul. Ezen kisérleti eredmények egyiittesen to-
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vabb hangsulyozzdk a ciklin C-nek a herére jellemz6, eddig még ismeretlen szerepét.
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7. Koszonetnyilvanitas

Legel6szor szeretném kiilon koszonetemet kifejezni témavezetomnek, Dr. Katona Robertnek,
hogy vallalkozott arra, hogy az elmult évek sordn lelkiismeretes, preciz és segitokész mentorom
legyen a molekularis bioldgiai kutatomunkaban. Nagyon sokat tanultam téle. Mindig szamithat-

tam ra ¢s a széleskorli tudasara szakmai és nem szakmai kérdésekben egyarant.

Koszonet illeti Prof. Dr. Hadlaczky Gyulat és Prof. Dr. Udvardy Andort, hogy munkamat ta-
mogatta, figyelemmel kisérte €s jobbito kritikaival, tanacsaival ellatott. Halaval tartozom még
Dr. Sinkoé Ildiké kollégandmnek, akinek embrioldgidval és egerekkel kapcsolatos tudasabol €s
tapasztalatabol nagyot merithettem valamint jelenlegi és volt munkatdrsaimnak, Dr. Cserpan
Imrének, Dr. Csonka Erikanak, Dr. Fodor Katalinnak, Dr. PraznovszKky Tiindének, Dr.
Tubak Vilmosnak, Ekes Csabanak és Toth Annanak, hogy mindig a segitségemre voltak, ha
tandcsra, informaciora, reagensre vagy valamilyen eszkdzre volt sziikségem és ha elakadtam
valamiben. Halas vagyok a csoport tobbi tagjanak, Horvath Csillinak, Katonané Székely-
Sziics Kinganak, Keresé Juditnak, Mdzesné Hollo Gyongyinek, Odrovics Balazsnak ¢és
Rozsavolgyi Martanak is, hogy segitettek a kisérletek kivitelezésénél valamint Deak Maria,
Kasza Gyorgy, Kovacs Timea, Marfai Jozsef, Veres Erika ¢s az allathazi dolgozdok

munkajaért, amivel lehetdvé tették, hogy a kutatomunkara 6sszpontosithassak.

Szeretném még itt megkdszonni Prof. Dr. Rasko Istvannak és kutatécsoportjanak, hogy egye-
temi hallgatoként és ujonc doktoranduszként kozelebbrdl is megismerkedhettem a tudomanyos

kutatdmunkaval.

Halas vagyok még Dr. Czibula Agnesnek, Dr. Hegediis Zoltannak, Dr. Lipinszki Zoltannak,
Dr. Markus Rébertnek, Dr. Monostori Evanak és kutatécsoportjanak, Dr. Nagy Istvannak,

Dr. Sepp Roébertnek, Dr. Vizler Csabanak, Winter Zoltinnak ¢és Zsamboki Janosnak az
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egyiittmikodéseikért valamint az MTA SZBK Genetikai Intézet valamennyi dolgozéjanak,

hogy a szakmai fejlodést tdimogatd kdzegben dolgozhattam.

Utoljara, de nem utolsésorban koszonet illeti meg sziileimet és testvéremet, akikre életem min-
den teriiletén tdmaszkodhattam és kozvetett vagy kozvetlen segitségiikkel is nagyban segitették

szakmai el0rehaladasomat.

Halas vagyok még a nyilt forraskédu szoftveres kozosség fejlesztoinek ¢s tagjainak is, hogy
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szabadon ¢€s jogtisztan letolthettem és felhasznalhattam.
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9. Magyar nyelvii 0sszefoglalé

A ciklin C (CCNC) az allatvilagban egy rendkiviili mértékii szerkezeti konzervaltsigot mutato
ciklin, amelyet nagyfoku pleiotropia jellemez. A sejtciklus, a génatiras és a sejt-sejt kapcsolat
szabalyozasaban vesz részt. Ciklin-fiiggd szerin-treonin kinazokhoz kotédve, azokat aktivalva
heterodimer enzimkomplexeket képez. Sejtbiologiai miikodését az érintett biokémiai
utvonalakban valo részvételén, illetve fehérjepartnerein keresztiil lehet leginkabb jellemezni. A
sejtciklus szabalyozasban eddig két ismert molekularis mechanizmussal vesz részt. A ciklin C
kotédik a CDK2 enzimhez, amellyel egyiittesen az LSF (late Simian vacuolating virus 40 factor)
transzkripcids faktor 309. szerinjének foszforilacidjaval meggatolja ezt a fehérjét abban, hogy a
G1 fazisban indukéljon jellemzdéen S-fazis géneket. A CCNC/CDK3 enzimkomplex a pRb
(Retinoblastoma) 807/811-es szerinjeinek foszforildlasan keresztiil az E2F (adenovirus E2
promoter factor) pRb-rdl torténd levalasztasaval, azaz aktivalasaval indirekt médon hozzdjarul a
sejtek S fazisba léptetéséhez. Ennek eredményeképp ugy valtozik meg a sejt génexpresszids
profilja, hogy a sejtciklus tovabbhaladhasson a G0/G1/S atmenetben. A ciklin C a génatiras
egyes lépéseit is serkentheti, illetve gatolhatja. Ezeket a hatasait leginkabb a CDKS8 kinaz
partnerével egyiitt tobbnyire egy RNS atirast szabalyoz6 un. Mediator komplexnek a CDK
alegységében fejti ki. Ismert, hogy a CCNC/CDKS enzim foszforilalja az RNS polimeraz I1 CTD
transzkripcids faktor IIH) ciklin H alegységének 5-6s és 304-es szerinjeit valamint a Notch ICD
komponensét is képes hiperfoszforilalni. Ezeken kiviil a ciklin C kinaz partnertdl fliggetlen
modon, a c-Myc fehérjével egyiittmiikodve eldsegiti a sejt-sejt kapcsolatok kialakitasat,
amelynek hatterében a VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) és a VLA-4 (very late
antigen 4) integrinek egymastol fiiggetlen aktivacioja all. A génatiras, a sejtciklus valamint a

sejtadhézio szabalyozasa alapvetd részeit képzik az egyedfejlodési programoknak. Egyre tobb
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direkt és indirekt bizonyiték lat napvildgot, amelyek mind jobban hangstlyozzdk a CCNC
jelentdségét az eukaridta szervezetek egyedfejlodésében is. A sejtes nyalkapenész (Dictyostelium
discoideum) korai fejlodési, sejtsors meghatarozasi folyamatainak id6ézitésében vesz részt.
Drosophila melanogasterben a korai baballapotbdl torténd tovabbhaladasnal 1étfontossagu a
CCNC jelenléte, illetve hazi egérben (Mus musculus) is az embriondlis fejlodés kezdeti

szakaszaban, feltehetden sejtsorsok meghatarozasaban jatszik kozre.

A ciklin C szoveti/szervi szinten betdltott szerepérél még keveset tudunk. Ahhoz, hogy
részleteiben is feltarhassuk a ciklin C fehérjének ezen funkciéit, sziikség van arra, hogy az ido-
¢s térbeli kifejezodését kovetni tudjuk. Ezen tilmenden azon tényezdk azonositdsa is sziikséges,
amelyek a CCNC gén expressziojara hatast gyakorolnak. Emberi sejtkultardkon, in vitro
kisérletekben bemutattak, hogy a D vitamin, transz retinsav, illetve a cAMP (ciklikus adenozin
monofoszfat) a megfeleld sejtmagi elemeiken keresztil a CCNC promoteréhez kotddve
befolyasoljak a gén atirasat. Azt is tudjuk, hogy ezek az elemek jobbara a ciklin C promoéter elso
3 kilobazisnyi szakaszan keresztiil hatnak, de azt nem, hogy ez a DNS fragment elegendd-e
emlésokben a ciklin C kifejez0désének teljes, élettani szabalyozasdhoz. Nem ismert az sem,
hogy milyen mas elemek jatszhatnak még kozre. Ahhoz, hogy ezen kérdésekre valaszokat
kapjunk, az egér CCNC transzlacids startpontjaval 5' irdnyban szomszédos, kiilonbozd
hosszusagi DNS szakaszokat épitettiink 6ssze a hrGFP jelz6génnel. Ezutan ezen jelzdgén
konstrukciok kifejezodését vizsgaltuk meg in vitro emlds sejtekben, illetve in vivo transzgenikus

egérmodellben.

Munkénk soran bebizonyitottuk, hogy az egér ciklin C prométerének elsé 3,4 és 10,4 kilobazis
méretli szakaszai az 5S'UTR 1-173 nukleotidjaival képesek emlds sejtekben génkifejezddést
kivaltani. Ezzel szemben a promoter els 58 bazisparos darabjanak az 5S'UTR-rel egyiittes hianya
jelentdsen, azaz az észlelési kiiszob ald csokkenti az expressziot. Leginkdbb a proximalis
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promoterszakasz (és nem az 5'UTR) hidnya allhat ennek a jelenségnek a hatterében, mert
feltételezésilink szerint az RNS polimeraz II kotddhet le ebben a régidban, bar ezt kisérletesen
nem vizsgaltuk. Eredeti torekvésiink arra iranyult, hogy egérmodellben egy jelzégénnel
egyszeriien tudjuk kovetni a ciklin C tér- és idébeli génkifejez6dését. Ennek érdekében az
elézetesen sejtkultirdkban is kiprobalt 3,4 kb hosszsagu ciklin C promdterdarabot és S'UTR-t
egyszerre tartalmazo jelzdgén konstrukcioval, azaz P3CG-vel négy kiilonb6zd homozigota
transzgenikus egérvonalat allitottunk eld. A transzgenikus egerek vizsgalata soran kideriilt, hogy
az eredetileg kitlizott célra nem alkalmasak. A jelzégén kifejezOdése nagyon gyenge és hirvivo
RNS-ének atirdsa is kdvetkezetesen leginkabb csak a herére korlatozddik. Ezzel szemben a ciklin
Cl1 és C2 izoformak RNS expresszidja kimutathaté az Osszes altalunk vizsgalt szervdarabban,
csakugy, mint a felndtt emberek szervmintaiban is. Mindezekbdl az is kovetkezik, hogy a ciklin
C térbeli expresszids szabalyozasaban az izolalt promoterszakaszon kiviil mas komponensek is
részt vesznek. Ezen tulmenden kimutattuk, hogy az egér CCNC promoterének elsé 3,4
kilobazisnyi szekvencidja tartalmaz hiarom CRE motivumot. Az emberi ciklin C gén
promoterének elsé 3 kilobazisnyi szakaszan is azonositottak négy miikodé CRE-t. Mivel
korabban a here specifitast mutatd promoterekrdl leirtak azt is, hogy a tobbi promdterhez képest
tobb CRE helyet tartalmaznak, igy feltételezziik, hogy a herében a CCNC expresszidjanak
fenntartasahoz is a CRE kotd transzkripcios faktorok jelentdsen hozzajarulnak. Osszességében, a
bemutatott eredmények felvetik a ciklin C herére jellemzd egyedi, eddig még ismeretlen

szerepét.
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10. English summary of the Ph. D. thesis

Cyclin C (CCNC) is an exceptionally conserved cyclin among animals which is characterized by
strong pleiotropy. It takes part in the regulation of cell cycle, messenger RNA transcription and
cell adhesion. It activates serine-threonine cyclin-dependent kinases (CDKs) by binding to them
and together they form heterodimeric enzyme complexes. Cell biology functions of CCNC can
be described mainly by its protein partners and its roles in biochemical pathways. Two
mechanisms are known by which it regulates the cell cycle. Cyclin C binds to CDK2 and
together they phosphorylate serine 309 residue of LSF (late Simian vacuolating virus 40 factor)
transcription factor which prevents this protein from inducing typical S-phase genes in GI.
CCNC/CDK3 enzyme complex contributes to the transition to S-phase by phosphorylating pRb
(Retinoblastoma) at 807/811 serines. This way it activates E2F (adenovirus E2 promoter factor)
by detaching from pRb. This results in the gene expression profile alteration that eventually
makes the cells pass through G0/G1/S transition. Cyclin C can either up- or downregulate gene
transcription as well. These regulatory effects are elicited together with CDKS kinase partner in
the CDK subunit of the RNA transcription regulator Mediator complex. CCNC/CDKS is proven
to phosphorylate Ser-2 and Ser-5 amino acids of RNA polymerase II's CTD (carboxy terminal
domain), Ser-5 and Ser-304 of TFIIH's (general transcription factor I[IH) cyclin H subunit and the
ICD component of Notch. Moreover, it cooperates functionally with c-Myc in cell adhesion via a
kinase independent way. In the background, parallel activation of VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule 1) and VLA-4 (very late antigen 4) integrins is found. Regulation of gene
transcription, cell cycle and cell adhesion are core events of developmental programs. Direct and
indirect evidence are also accumulating that emphasize the important role of CCNC in the
development of eukaryotic organisms. It mediates the timing of slime mold's (Dictyostelium

discoideum) early cell fate determination. It is an essential regulator in progression from the
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early pupal stages of Drosophila melanogaster and in house mouse (Mus musculus) it is also
found to be indispensable during the initial stages of embryonic development. In addition to

fruitfly in case of mice it may also play a role in cell fate decision.

There is little known about the functions of cyclin C at the tissue/organ level. Tracking of
spatiotemporal gene expression is needed in order to reveal these functions. Furthermore, factors
that influence CCNC expression must also be identified. It is demonstrated in vitro on human
cell cultures that vitamin Ds;, ATRA (all-trans retinoic acid) and cAMP (cyclic adenosine
monophosphate) regulate the gene's transcription thorough their corresponding nuclear elements
by binding to the promoter of cyclin C. These elements are known to have their effect mostly
through the first 3 kilobase of CCNC promoter but no evidence exists whether this DNS
fragment is sufficient for the full physiological regulation of cyclin C's expression. There is no
information on what other elements can affect this process. In order to get answers to these
questions we ligated DNA fragments of different lengths from the upstream flanking region of
CCNC gene to hrGFP reporter gene. The resulting reporter constructs were used to assess their

expression in vitro in mammalian cells and in vivo in transgenic mice.

We have proven that first 3.4 and 10.4 kilobases of cyclin C promoter plus 173 nucleotides of the
5'UTR are capable of eliciting expression in mammalian cells. In contrast, deletion of the first 58
base pairs and 5'UTR significantly reduces expression. We think that the loss of the first 58
nucleotides of the CCNC promoter alone (and not the loss of 5'UTR) causes this phenomenon
since this region may contain the binding site of RNA polymerase II, however this has not been
analyzed. Our original aim was to track the spatiotemporal expression characteristics of cyclin C.
For this the already tested 3.6-kb promoter fragment — S'UTR — hrGFP construct was used to
establish four different, homozygous transgenic mouse lines. During the analyses of transgenic
mice, they were turned out to be inappropriate for our original plans. Reporter transgene was
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found to express very weakly and its messenger RNA transcription is limited mainly and
consistently to testes. However, similarly to human samples RNAs of cyclin C1 and C2 isoforms
are detectable in all examined organ specimens. We also conclude that other components are
needed besides the isolated CCNC promoter and 5S'UTR fragment for the proper regulation of
CCNC's spatial expression. In addition, we found three CRE motifs in the 3.4-kb sequence of the
mouse cyclin C promoter. The first 3 kilobases of human cyclin C promoter also contains four
functional CRE sites. Since testis-specific promoters were proven previously to contain more
CRE motifs than other promoters, we assume that CRE binding factors significantly contribute to
the maintenance of testicular expression of cyclin C as well. In summary, the demonstrated

results suggest a unique, but still unknown testis-specific role of cyclin C.
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